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(57) Abstract 

The description relates to the use of 5-cyanomethylene-10Hpipeimne-l-yO^ of formula (IX in 

which R 1 , R 2 and R 3 have the significance given in the specification, for relieving migraine. 

(57) Ztisammenfassung 

Es wird die Verwendung von 5-CyanmelhyIen-10-(piperazin-l-yl)-dibenzo[a > d]cycloheptenen der Formel (I), in der R 1 , R2 
und R 3 die in der Beschreibung angegebene Bedeutung besitzen, zur Bekfimpfung von Migrane beschrieben. 



LEDJGUCH ZUR INFORMATION 



Code, die zur Idemifizicrung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbd & en der Schriften. die international* 
Anmeldungen gcmass dem PCT veroffentlichen. 



AT 
AU 
S3 
BE 
BF 
BC 
BJ 
BR 
CA 
CF 
CC 
CH 

ci 

CM 

cs 

DE 
IMC 



Oitcrrcich 

Australtcn 

Barbados 

Bdglcn 

Burkina Faso 

Bulgaricn 

Benin 

Brasiliun 



Zentnilc Afrikantschc Ri:pubDk 

Kongo 

Schwcb 

C25tc dl voire 

Kamcrun 

Tschccho&lowakul 

DcutschLind 

D&ncmork 



BS Spanicn 

Fl Finn la ml 

FR Frankrcich 

GA Gabon 

GB Vcrchiiglcs Kdnigruich 

GN Guinea 

Gft Gricchcnland 

HU LTngarn 

IT Italiun 

JP Japan 

KP Dcmoknubcfac Vofksrcpubfik Korea 

KR Rcpublik Korea 

LI Liechtenstein 

LK Sri Lanka 

LU Luxemburg 

MC Monaco 

MG Madaga»kar 



ML 


Mali 




MM 


Mongolci 




MR 


Mauriianien 




MW 


Malawi 




NL 


Nicrferlande 




NO 


Norwugen 




PL 


Polen 




RO 


Rumfinien 




so 


Sudan 




SB 


Schwcdcn 




SN 


Senegal 




S0 + 


Soviet Union 




TO 


Tschad 




TO 


Togo 


in Amcriko 


US 


Vcrclnigte Sluatun vc 



fiiaben. 



© 



WO 92/11013 4 PCT/EP91/02379 



5 



5-Cyanmethylen-10-(piperazin-l-yl)-dibenzo[a f d]cycloheptene zur 
Bek&npfung der Migrane 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine neue Verwendung von 
5-Cyanmethylen-10-(piperazin-l-yl)-dibenzo[a r d]cycloheptenen* 



5-Cyanmethylen-10-(piperazin-l-yl)-dibenzota r d]cycloheptene sind 
10 bereits aus der EP-PS 35.711 bekannt. FUr diese Verbindungen sind 
neuroleptische, sedative, hypnotische und tranquil isierende 
wirkungen beschrieben worden. 

Es wurde nun gefunden, dap 5-Cyanmethylen-10-(piperazin-l-y 1 )- 
15 dibenzo-[a,d]cycloheptene der Formel I 




I, 



20 



in der 

Ri ein wasserstoffatora oder ein Ci^-Alkylrest ist und 

R2 und R3 wasserstoffatome sind oder einer der Reste R2 und R3 
auch ein Fluor- oder Chloratom darstellen kann, 



sowie deren Salze mit physlologisch vertrSgl ichen SSuren auch 
25 eine gute Wirkung gegen MigrSne besitzen. 

Besonders ausgeprSgt ist die neue Wirkung beim (E), (Z)-5-Cyan- 
methylen-2-chlor-10-(4-methylpiperazin-l-yl)-dibenzo[a f djcyclo- 
hepten und insbesondere beim (Z)-lsomeren (A). 
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Die Herstellung der Verbindungen I ist in der EP-PS 35 711 be- 
schrieben. Dasselbe gilt fur die Trennung der Verbindungen I in 
die cis- und trans-lsoroeren sowie fUr die Herstellung von 
galenischen Applikationsfonnen mit den Verbindungen I. 

Die Wirkung der verbindungen 1 gegen Migrane ergibt sich aus 
ihrer hohen AffinitSt zu 5-Hydroxytryptamin (5-HT 10 )-Rezeptoren, 
die wesentlich starker ist als die des Sumatriptans (Merck-Index, 
11. AUflage 1989: Nr. 8979). 



10 



Die Wirkung wurde durch folgende Versuche gezeigt: 
1) 5-HT lD -Rezeptortest mit Grophirnrinde vom Rind 

15 Rinderhirn wurde sofort nach Entnahme in 0,32 M Sucrose- 

lSsung (4°C) gelegt und in Eis transport! ert. Die frontale 
Hirnrinde wurde mit ca. 5 Volumen SucroselBsung bei 0°C im 
Potter-Elvehjem-Homogenisator homdgenisiert. Das Homogenat 
wurde 15 min bei 3000 xg zentrifugiert, der Oberstand ge- 

20 sammelt und bei 40 000 xg zentrifugiert (10 min, 4°C) . Das 

Pellet wurde durch Resuspension und Rezentrifugation 2 mal 
mit Puffer (50 mM Tris-HCl, pH 7,4) gewaschen und kurz 
homogenisiert. Das Homogenat wurde portioniert und in 
flDssigem Stickstoff auf genommen . Die Proteinbestimmung er- 

25 folgte mit dem BCA-Protein-Assay (Pierce, Rockford, 

Illinois, USA). 

Das Homogenat wurde mit inkubationspuffer (50 mM Tris-HCl, 
10 pM Pargylin, 4 mM CaCl 2 ; 0,1 % Ascorbinsaure, pH 7,7) 
30 verdQnnt. 

Die TestansStze (1 ml) setzten sich zusammen aus: 600 fig 
Homogenat, 3 nK ^-serotonin (NEW, Dreeich; spezifische 
RadioaktivitSt 23,2 Ct/mmol). Zur Belegung der 5-HT 1A - und 
35 5-HT lc -Rezeptoren wurde den Ansatzen 100 nM 8-Hydroxydi- 

propylaminotetralin und 10 nM Mianserin zugegeben. Die 
Bestisaming der unspezifischen Bindung erfolgte mit 1 (M 
Serotonin; sie betrug 65 % der totalen Bindung. 
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Vektorkonstruktion fUr die transiente Expression des 
5HT|o-ahn lichen Rezeptors 

Die fUr den 5HTi D -ahnlichen Rezeptor kodierende cDNA wurde 
mit Hilfe der Restriktionsenzyme Hindlll und EcoRI aus dem 
Vektor mpl8 isoliert und mit den koiranerziell von der 
Firma Luvitrogen erhSltlichen BstXI Linkern mit der Sequenz 



versehen. Danach wurde die so modifizierte DNA-Sequenz des 
SHTio-ahnlichen Rezeptors in den ebenfalls von der Firma 
Luvitrogen fcommerziell erhSltlichen Klonierungsvektor pCDM8 
integriert. Dazu wurde der Vektor mit dem Enzym BstXI 
restringiert und das sogenannte Stuffer-Fragment gel- 
elektrophoretisch von dem Vektor abgetrennt. Nach Gelelution 
des um das Stuffer-Fragment verkiirzten pCDM8-Vektors wurde 
die mit BstXI-Linkern versehene fQr den 5HTj D -Shnl ichen 
Rezeptor kodierende* DNA in den wie oben beschrieben 
vorbehandelten pCDM8 ligiert. Die Ligation fand bei 12°C 
statt und dau'erte 14 h. Die verwendeten Methoden sind in 
"Current Protocols in Molecular Biology" Band I und II, ver- 
offentlicht von Greene Publishing Associates and Wiley 
Interscience ISBN 0-471-50338-X, beschrieben. 

Transiente Expression des klonierten 5HTi D -ahnl ichen 
Rezeptors in 293 Zellen 

Wenn nicht besonders beschrieben sind die Methoden zur 
Zellkultur in "Zell- und Gewebekul tur " von Lindl und Bauer 
(Gustav Fischer Verlag) nachzulesen. 

293 Zellen wurden unter Standard-Bed ingungen in einer 
10-cm-Zellkulturschale bis zu einer zellzahl von 7 bis 
8 x 106 zellen kultiviert. Nach Trypsinierung vsrurden die 
Zellen 1:3 in MEM Medium (Gibco 041 bis 1090 M), das 2,2 g/1 
NaHC03 enthielt, verdUnnt und erneut in 10 cm Petrlschalen 
ausgesdt. Danach wurden die Zellen fUr 40 bis 48 h bei 37°C 
kultiviert. 
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Die zu transfizierende DNA wurde wie folgt vorbereitet: 
20 fig der DNA-LBsung (1 mg/ml), gereinigt uber 
CsCl-Grandient, wurden mit 437 fil H 2 0 versetzt, danach 
wurden 62,5 fi\ 2 M CaCl 2 zugesetzt und schlieBlich 
5 500 ft! BBS. Diese Reihenfolge 1st streng zu beachten. Inner- 

halb von 10 min bildeten sich bei Raumtemperatur 
Ca^-PrSzipitate. 

Die Ldsung wurde auf eine 10-cm-Zellkulturschale mit den 
10 nach obiger vorschrift kultivierten 293 Zellen gegeben. Nach 

vorsichtiger Durchmischung wurden die Zellen 15 bis 20 h in 
einem 3 % C0 2 -Inkubator bei 37°C kultiviert. Danach wurden 
vorsichtig 5 ml serumfreies Medium zugesetzt. Nach Ent- 
fernung des gesamten Mediums und wiederholung des Waschvor- 
15 gangs mit 5 ml serumfreiem Medium wurden den Zellen 10 ml 

Vollmedium zugesetzt. Nach 48 h Inkubation in elnem 5 % 
COz-mfcubator konnten die Zellen fiir pharmakologische und 
elektrophysiologische untersuchungen verwendet werden. 

20 Den transf izierten und kultivierten Zellen wurden 2,5 ml 

kaltes PBS zugesetzt. Nach 5 min Inkubation bei Raum- 
' temperatur wurden weitere 5 ml PBS zugegeben und die Zellen 
vorsichtig von der OberflHche der Kulturschale herunter- 
gewaschen. Die zell suspension wurde in ein Zentrifugen- 

25 rohrchen Qberfiihrt und bei ca. 1.200 g 10 min lang zentri- 

fugiert. Nach sorgfSltiger Entfernung des Uberstandes wurden 
die Zellen fUr Rezeptortests verwendet. 



4) 



Rezeptortest mit einem Ratten 5-HT 1D -ahnltchen transient 



30 exprimierten Rezeptorklon 



Humane enbryonale Nierenzellen aus Beispiel 3 wurden in 
50 nM Tris-HCl, pH 7,4 aufgenommen und mit Ultraschall 
(Sinifer 20 sec, 90 % bei output 3, 0°C) homogenisiert. Das 
35 Homogenat wurde mit inkubationspuffer (50 & Tris-HCl, 10 f* 

Pargylin, 4 pH CaCl 2 . 0,1 * AscorbinsSure, P H 7,7) verdunnt. 
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Nach beendeter Inkubation des Homogenats (30 min be! 25° C) 
wurden die AnsStze liber Glasf aserf ilter (Whatman GF/F) 
filtriert und mit eiskaltem Puffer (50 Tris-HCl, pH 7,4) 
geuaschen. Die auf den Filtern zurllckgehaltene Radio- 
5 aktivitat wurde mittels Fllissigkei tsszinti Hat ionsmessung 

bestimmt. 

Der Testansatz von 1 ml setzte sich zusammen aus 35 des 
erhaltenen Homogenats, 3 nM 3 H-Serotonin (NEW, Dreeich; 
10 speziftsche Radioakti vitat 23,2 Ci/ mmol). Die unspezif ische 

Bindung erfolgte mit Serotonin und betrug 15 % der totalen 
Bindung. 

Die Auswertung der Kompetitionskurven erfolgte Uber 
X5 iterative nichtlineare Regressionsanalyse in Anlehnung an 

das Programm LIGAND (Munson and Rodbard: Anal. Biochem. 107 , 
220, (1980). 



20 



Ergebnisse 

Ki (nM) 

Substanz 5-HT lD 5-HT lD -ahnl iche 

Grophirn Rind Rezeptoren 



25 

A 30 6,5 

Sumatriptan 50 11 

30 Die benutzten Methoden sind beschrieben in C. Waeber et al.: 
5-HTjo receptors in guinea-pig and pigeon brain radioligand 
binding and biochemical studies, Naunyn-Schmiedeberg's 
Arch. Pharmacol. 340 ; 479-485 (1989). 

35 Filr die neue. Indikation sollen die Verbindungen I in einer 

Dos ie rung von 10-200 mg pro Patient und Tag bei oraler Gabe bzw. 
1-100 mg pro Patient und Tag bei parenteraler (intravenos, 
intramuscular) Gabe eingesetzt we r den. 
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patentanspruche 

1. verwendung von 5-Cyanmethylen-10-(piperazin-l-yl)-dibenzo- 
[a, djcycloheptenen der Forme 1 I 
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1, 



in der 

ri ein wasserstoffatom Oder ein C^-Alkylrest 1st und 

R2 und R3 wasserstoffatome sind oder einer der Reste R2 
und R3 aucli ein Fluor- oder Chloratom darstellen ttann, 

sowie deren Salzen mit physiologisch vertrSglichen Sauren 
zur BekSmpfung von Migrane. 

2. Verwendung von ( E ) , ( Z ) -5— Cy anmethy 1 en-2-ch lor-1 0- ( 4-methy 1 - 
piperazinl-yl)-dTbenzo[a r dlcyclohepten sowie dessen Salzen 
mit physiologisch vertrSglichen SSuren zur Bekampfung von 
Migrane. 

20 

3 verwendung von (z)-5-Cyanraethylen-2-chlor-10-(4-methyl- 

piperazinl-yl}-dibenzo[a,d]cyclohepten sowie dessen salzen 
mit physiologisch vertrSglichen SSuren zur BekSmpfung von 



MigrSne. 
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In diesem Anhang sind die Mitglioder der Patentfamilien dor im obengenonnten Intemotlonalen Recherchenbericht angefuhrten 
Patentdokumente angegeben. OA / 1 9 /Q 1 

Die Angaben iibsr die Famillenmitglleder entsprechan dem Stond der DateJ des EuropSlschen Pa ten taints anW"/ Ji 
Dtose Angaben dlenen nur zur Untenichtung und erfolgen otine Gewflhr. 
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Datum dor 


Mttgliod(Qr) der 


Datum der 


ongaftlhrtes Patentdotcument 


Veroffen II i chung 


Patantfamllte 


Veroffentllchung 


EP-A2- 0035711 


16/09/81 


AT-E- 


7391 


15/05/84 






536527 


10/05/84 




AU-D- 


6813981 


17/09/81 




CA-A- 


1163265 


/AO /OA 

06/03/84 




DE-A- 


3009034 


24/09/81 




JP-B- 


1011014 


23/02/89 




jp-C- 


1530733 


15/11/89 




JP-A- 


56139446 


30/10/81 




US-A- 


4447610 


08/05/84 




US-A- 


4548933 


aa /in /oc 

22/10/85 


US-A- 3457264 


22/07/69 


BE-A- 


683742 


06/01/67 




CH-A- 


493467 


15/07/70 




CH-A- 


496664 


on //%rt /T A 

30/09/70 




CH-A- 


516517 


15/ 1Z/ /X 




DE-A- 


1670714 


03/1Z/ /□ 




DE-A- 


1670814 


11/03/71 




FR-M- 


5613 


11/12/67 




FR-A- 


1497538 


00/00/00 




GB-A- 


1160293 


06/08/69 




ML-A- 


6609437 


09/01/67 


EP-A2- 0035714 


16/09/81 


AT-E-T- 


10095 


15/11/84 




CA-A- 


1163264 


06/03/84 




DE-A- 


3009045 


24/09/81 




JP-A- 


56139468 


30/10/81 




US-A- 


4376773 


15/03/83 


US-A- 3462436 


19/08/69 


BE-A- 


675609 


26/07/66 




CH-A- 


449024 


00/00/00 




DE-A- 


1620183 


21/05/70 




FR-E- 


90407 


00/00/00 




FR-A- 


1498259 


00/00/00 




GB-A- 


1122203 


00/00/00 




LU-A- 


50325 


28/03/66 




NL-A- 


6600711 


28/07/66 




OA-A- 


2197 


05/05/70 
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